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1発現 の 意義に つ い て
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音 羽 秀 麿
原発性非小細胞肺癌に お け る トロ ン ボ ス ポ ン ジ ン 1 (thro mbo spo ndin-1, TS P-1)の 発現意義 を明 らか にす る 目的で , 新
鮮凍結切除標本(39例) お よ び ホ ル マ リ ン固定後 パ ラ フ ィ ン 包埋標本 (346例)を用 い , そ の 遺伝子発現 な ら び に蛋白発現を検
討 した . 逆転 写 d ポ リ メ ラ ー ゼ 連鎖反応(reve rs etr an s cription-P C R) 法に てT S P-1 mR N A発現 を検討 した結果, 陽性率 は, 全
体で41.0 %(16/39例) と高率であり, 腫瘍組織 に発現 が確認 さ れ た . 免疫組織学的 に は, T SP-1蛋白発現率 は65･3 %(226/346
例) と高く, 腫瘍組織 の 問質に発現が み られ た. 微小 血管密度の 平均借は , T S P-1蛋白陽性群で 34･5± 1･5, T SP
-1蛋白陰性群
で 28.3± 2.2で あり, 前者 は後者 に比 して 有意 に高値であ っ た ゎ < 0.0 5). TSP-1蛋白発現 と変異型p53蛋白発現 と の 間に 正の
相関 を認 め た b < 0.01). 増殖細胞核抗原標識指数 br olife rating c el n u clea r an軸e n labelling inde x) の 平均値 は , TS P
-1蛋
白陽性評で 57.5± 1.5, T SP-1蛋白陰性群で 42.5± 2.1 であり , 前 者は 後者 に比 して 有意 に高値 であ っ た (p< 0･0001)･ 組織型
別 には , 扁平上 皮癌 の 黄白陽性率73.2 % が, 腺癌症例 の 陽性率56.3 % に比 し有意に高値であり b < 0･0001), 分化度別に は,
中お よ び 低分化型の 蛋白陽性率74.6 % およ び80.0 %が , 高分化型 の 陽性率49.2 % に比 し有意 に高値 であ っ た (各々 p< 0･0001,
p< 0.0001). 病期 別に み る と, Ⅲ A およ び Ⅲ B期の 蛋白陽性率76.4 % お よ び77･8 % が, Ⅰ期 の 陽性率54･1 % に比 して 有意に高
く(各々 p< 0.0001, p< 0.01), Ⅶ , 3 お よび4の 蛋白陽性率68.5 %, 78.7 % お よび75･0 % が, T lの 陽性率52･2 % に比 して 有意
に高値であ っ た (各々 p< 0.001, p< 0.001, p< 0.01). なお , N お よ び M因子に よ る 差は なか っ た ･ 単変量解析 に て予後 を検
討 した 緒軋 全症例 (346例) の 5年生存率 はT S P-1蛋白発硯陽性群で 32.1 %, 陰性群で 58.8 % であり, 前者は 後者 に比 し有意
に予後不良であ っ た ゎ< 0.0005). また Ⅰ 期の 絶対的治癒切除術例 (148例) の 5年生 存率 は T SP-1蛋白発現陽性群で5 6･3 %,
陰性群で 85.3 % であり , 前者 は 後者 に比 し有意 に予後不良であ っ た b< 0.0001). さ ら に , 多変量解析 に より, 腫瘍 問質部 に
お けるT S P-1蛋白発現は独立 した予後不良因子で ある こ と が 判明 した . 以 上 の 結果 か ら , 原発 性非小細胞肺癌 にお い て , TSP-
1 は腫瘍の 腫瘍 血管新生 お よ び 増殖 に直接的ある い は 間接的 に関与 し, 原発性肺癌 の 進展 を促進 して い る 可能性 が考慮 され
た .
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トロ ン ボ ス ポ ン ジ ン 1(thr o mbo spo ndin-1, TS P-1)は, 1971年
にBae n zigerら
1)
に よ っ て最 初に同定 され た 高分子量 の 糖蛋白で
ある . TS P-1の 分子構造は3本の 分子鎖が , 互 い に s-S結 合 した
三 量体構造を な し て お り 即), さら に 各々 の 分子鋭は 6つ の ド メ
イ ン か ら な っ て い る
:り4)
. 各々 の ド メ イ ン は , それ ぞ れ異 な っ た
細胞表面 レ セ プ タ ー に作用 し, 細胞接着, 遁走 , 細胞増殖, 分
化 な どの 多種多様な柵胞過程 に関与す る と さ れ る4). 悪性 腫瘍
にお けるT S P-1発 現 は , 乳癌細胞株
5や , 肝細 胞痛6), 胃痛 7) 8),
勝胱痛
9)な どで確認 さ れ て お り, その 発現性 は 血 行性転移, 膿
瘍増殖お よ び浸潤 , 腫 瘍血 管新生 に 関わ る と す る見解
10)と , そ
れ と は逆 に, 血 管新生抑制機序を介 し腫壕増殖を抑制す る とす
る見解9)と に分か れ , そ の 発現意義 は い まだ 不明確 であ る. 鵬
方, そ の 発現調節機序 に閲 し, 野生 型 p53蛋白 は TS P-1の 転写
を 活性化 し , p53蛋白の 変異に よ っ てT S P-1発現が 有意 に低 卜
する11)と い う興味深い 報告が み られ る.
本研 究で は肺癌切除標本 を用 い , 肺痛 組織 にお けるT SP-1発
現の 実際を確認す る と と もに , 血 管新生 関連因子 で ある 血管内
皮細胞増殖因子 (v a sc ula r e ndothelialgr o wth fa ctor, V E G F)発
現, 腫瘍内微小血管密度 (mic r o v e ss el d n sity, MD), P53掛-
'
1
発現, D N A ポ リメ ラ ー ゼ ∂ を活性化す る D NA複製因子と して
増婚期細胞 に関連す る
1 2)増殖 細胞核抗原(pr olife r ating c ell
n u cle a r a ntige n, P C N A)発現を合 わせ て検討 し, TS P-1発現と
の 相関性を追求す る こ と に よ り, 原発性肺癌 に お ける TS P-1発
現 の 意義を検討 した .
平成10年9月 7日受付, 平成10年11月20日受理
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原発性非小細胞肺癌 にお ける トロ ン ボ ス ポ ン ジ ン1発現
対象お よび方法
Ⅰ. 対象
1987年1月 か ら1 991年12月 ま で の 5年間に , 金沢大学第 一 外
科学教室 で切除さ れ た 原発性非小細胞肺癌346例 (男性241例,
女性105例)を対象と した . 年齢 は32歳 か ら 朗 歳(平均64.6歳)
であり , 肺 癌取り扱 い 規約13)に よ る病期分類 の 内訳 は , Ⅰ 期
148例, Ⅱ 期32例 , Ⅲ A期89例 , ⅢB期 45例, Ⅳ期32例, 組
織型別 に は , 腺 病174例, 扁平 上皮痛 138イ札 腺扁平上皮癌1 8
例, 大棚胞痛12例, 腺様嚢胞癌2イ軋 粘表皮痛2例であ っ た .
凍結 標本 を用い て の 実 験 には , 上 述の 症例 か ら39症例を無
作為に選抜 し, 腫瘍組織お よ び担癌正常肺組織 の 一 部を切除後
直ち に - 80℃で 保存 し た もの を用い た . 組織亜 型 は, H-E染色
標本を腫瘍辺緑部より作成 し再確認 した . 病期 別に は, Ⅰ期16
例, Ⅲ 期5例, Ⅲ A期13例, Ⅲ B期4例 , Ⅳ期1例, 組織 型別
には , 腺痛2 6例 , 扇平上 皮痛8例, 大細胞癌3例, 腺扁平上皮
痛2例であ っ た .
Ⅰ . 逆転 写 - ポ リ メ ラ ー ゼ 連鎖反応(rev e rs etr a n s criptio n-
P C R)法
1. 総 R N Aの 抽出
新鮮凍結標本1 00皿 g に対 し1皿lの ア イ ソ ジ ュ ン (ニ ッ ポ ン ジ
ー ン , 東京)を加え て懸濁 させ , 室温 に て10分間静置 し た . 次
に0.2mlの ク ロ ロ ホ ル ム (和光, 大阪) を加えて振とう した 後,
4 ℃で10分間12,0 00回転遠心後 , 上 清 に0.5mlの イ ソ プ ロ パ ノ
ー ル (和光) を加えて4℃, 10分 間静置 し, 10分 間12,000回転
遠心 した. 沈殿を1mlの 75 %エ タ ノ ー ル (和光) で洗浄 し, 4℃
で6分間12,0 00回転遠心 し た. 沈殿を7分間風乾 して絵 R N A を
抽出 し, 超純水 にて 200〃 g/ml に調製 した .
2. cD N Aの 作成
R N A溶液 5FLlを , 50pm olの オ 1) ゴ ー デ オ キ シ ナ ミ ジ ン
(deo xythymidin) プ ラ イ マ ー (P har m a cia L K B Biote chn olog y,
Bro mm a, Sw ede n) と と も に, 68℃ で15分間R N Aの 変性 と プ ラ
イ マ ー の ア ニ ー リ ン グを行 っ た . 氷上 で5分間冷却 し た後, 10
倍R T権衡液 [50mM ト リス (Sigm aC he mic al Co . , St. Lo uis,
USA)一塩酸 bH 8.3), 4 0m M 塩化 カ .) ウム , 8m M 塩化 マ グネシ
ウ ム] 2/ノl, 0.5m M デ オ キシ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸
(de o xyribo n u cle otide tripho sphate, d N T P)8/Ll, 225/Lg/ml ウ
シ血清 ア ル ブ ミ ン (b vin e s e ru m albu min)0.3/1 , 5mM ジ チ オ
ス レイ ト ー ル 0.1/Ll, 20単位リ ボ ヌ ク レア
ー ゼ抑制剤(R Na sin,
Pr o m ega, M adis o n, U S A)0.2,′∠l, さら に 卜
T)骨髄芽球症ウ イ ル
ス (avian myeloblasto sis vir u s, A M V)逆転写酵素(LifeScie n ce s
In c･,St･ Peter sbu rg, U SA)4単位(0.1/Jl)を加 え, 滅菌蒸留水で
総量20FLl と し, 42℃ で 90分間反応さ せ , CD N Aを合成させ た.
その 後, 95 ℃ で5分間加熱 し, 逆転写酵素 を不活性化 し た.
3. P C R法
CD NA 浮遊液 に , 10倍 P C R反応緩 衝液 [5 0m M ト リス
(Sigm a)一 塩酸 (pH 8.3), 40m M K Cl, 8m M MgC12] 8/Ll, 各
0･5mM d N T P8〃1, Taq D N A ポ リメ ラ
ー ゼ (宝酒息 京都)2.5
単位(0.3FLl), さ ら に各50pm olの TS P-1 P C R用セ ン ス プ ラ イ マ
ー 5'rA A T G G A C T G 7 T G A T A G C T G C A C T G A-3
,
と , ア ン チ セ ン ス
プライ マ ー 5,T G G A C A G G C A T C C A T C A m G G A C A-3,をそれ ぞ
れ2･5〃1加え, 滅菌蒸留水で総量100〃l と した. 20〃1の ミ ネ
ラ ル オイ ル (Sigm a) を重層 し, 94℃で 1分間の 熱変性, 58℃で
1･5分間の ア ニ ー リ ン グ, 7 2℃で2分間の 伸長反応を1 サ イ クル
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と して , 28 サ イ クル の 増幅 を行 っ た . 各20〃 M βアク チ ン増幅
用セ ン ス プ ライ マ ー 5 T G G A C T r C G A G C A A G A G A T G-3,と ア ン チ
セ ン ス プ ラ イ マ ー 5
,
-G A T C T T CA T r G T G C T G G G T G-3
,
をそ れ ぞ
れ2･5/ノ1加え て 同様に P C R増幅 した ･ 反応終了後, ク ロ 口中
ル ム 150/ノ1を加えて 上層 に 馴扁彼の cD N A溶液を得た .
4. 電気泳動
上層 を採取 し3 M酢酸 ナ トリ ウ ム 加99 %エ タ ノ ー ル (和光)
3 0 0〃1を加え て洗浄 し, -30 ℃ で一 晩静 置 さ せ た . 4 ℃ で
15,000回転15分間遠心 した 後, 沈殿 に80 %エ タ ノ ー ル (和光)
30 0FLlを加えさ ら に4℃で15,000回転5分間遠心 して cD N Aを
沈殿 させ た. cD N Aを80 %エ タ ノ ー ル (和光) に て洗浄 した後,
15分間減圧乾燥 させ , 0.06 % プロ ム フ ェ ノ ー ル ブ ル ー 0.06 % キ
シ レ ン ア ノ ー ル , 6･7 % グリ セロ
ー ル を含 む トリ ス ーE D T A横衝
液9〃1 に溶解 し た . 各試料 は0.5〃 g/mlエ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ
ド を含 ん だ泳動揺衛液 (4m M トリス (Sigm a), 2m M 酢酸 ナ ト
リ ウム , 0.1m M E D T A, pH 7.2) を 用い , 走電圧1 00V におい て
1.0 % ア ガロ ー ス ゲル (Sigm a)に て45分間電気泳動を行 っ た .
5. サ ザ ン プ ロ ッ ト法
泳動終了後 の ゲ ル を, ア ル カリ 変性液(0.5M水酸化ナ トリ ウ
ム
, 0.5 M塩化ナ トリ ウ ム) に浸 し, 30分間室温に て ゆ っ くり振
とう し, CD N A を変性 さ せ た後, 中和液(3 M塩化ナ トリ ウ ム ,
0.5 M トリス (Sigm a) , 塩酸, pH 7.2) に浸 し, 30分間室温に て
ゆ っ くり凝とう した . 中和操作 を2固練り返 した 後, ナ イ ロ ン
メ ン プ レ ン フ ィ ル タ ー ハ イ ポ ン ド (Hybo nd)-N
十
仏 m e rsha m,
Gr ee n which, C T, U S A) に20× SS C(3M塩化ナ ト1) ウム , 0.3 M
ク エ ン 醸 ナ トリ ウム) を用い て ト ラ ン ス フ ァ ー した . フ ィ ル タ
ー は ハ イ プ リ ダイ ズ綬衝液 [6× S S C(0.9 M塩化 ナ トリ ウ ム ,
0.09 Mク エ ン 酸ナ トリ ウ ム), デ ン ハ ー ト (De nhardt) 液(0.1 %
ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン , 0.1 %ウ シ血清ア ル ブ ミ ン , 0.1 %フ ィ
コ ー ル 4 0 0), 1 0 %硫酸 デ キ ス ト ラ ン , 0.1 %SDS お よ び
0.lmg/mlサ ケ精子 D N A] に て43℃ の 恒温水層 に て 1時間の ハ
イ プリ ダイゼ ー シ ョ ン を 行 っ た . T S P- 1 オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ドプ
ロ ー ベ (5
'





p] A T P l.85 M Bq (Ame rsha m), ポ リ ヌ ク レ オチ ド
キ ナ ー ゼ 緩衝液 [50m M トリス (Sigm a)J瓦醸pH 7.6, 10塩化
マ グネ シ ウ ム , 5m M ジチ オス レ イ ト ー ル , 0.1m M ス ペ ル ミ ジ
ン お よ び0.1 m M E D T ApH 8.0], 10単位T4キ ナ ー ゼ (宝酒造,
京都) お よ び滅菌蒸留水を加え全量20ノ′ノl とし37℃ にお い て30
分間反応さ せ て放射標識 を行 っ た . そ の 後, 0.1(払 (Ⅴ/v)32P標
識 プ ロ ー ブを加 え, 43 ℃ に おい て 16時 間 ハ イ プ り ダイ ゼ ー シ
ョ ン を 行 っ た . ハ イ プ リ ダ イ ズさ せ た フ ィ ル タ ー は2 ×S S C お
よ び0ユ%S DS を含む溶汲中で45℃, 15分 間の 洗浄を2l=Ⅰ行 い ,
Ⅹ線 フ イ ル ム (Kodak, New York, USA)に-80℃ 卜60分間の 感
光を試み た .
】ll. 免疫組織染色法
腫瘍辺緑部お よ び担痛正′計肺組織の 両方が含まれ る ホ ル マ リ
ン 固定後パ ラ フ ィ ン 包埋 ブ ロ ッ ク を 選択 し , 厚 さ4/∠ m の 切 片
標本 を作成 した .
切片 を シラ ン コ ー テ ィ ン グス ライ ド (武藤化学, 東京) に付
着 させ た後, キ シ レ ン (和光) お よ び エ タ ノ ー ル (和光) に て脱
パ ラ フ ィ ン と親水処理を行 っ た後 に, 流水水洗 した . 一 次抗体
反応まで の 操作 は, 以 下の 如く行 っ た .
1. T S P-1染色
0.1 M トリ ス (Sigm a)一 塩酸嬢衝液12.1gを滅菌蒸留水 800ml
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に溶か し, 約35 %塩酸 に て pH 2.0 に調製 した もの) に て500 W,
5分 間, 4回の マ イ ク ロ ウ エ ー ブ処理 を行 っ た . そ の 後室温 に
て 0.3 %過酸化水素 (和光)加 メ タ ノ ー ル (和光)で20分間内因
性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 阻害 した . 次 に ウ シ正 常血清 (ダ コ ジ ャ
パ ン
, 京都) を 用い て ブ ロ ッ キ ン グを行 っ た . 抗 ヒ トT S P-1モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (On c oge ne re s e a r ch pr odu cts, U S A) を ,
pH 7･2の リ ン酸緩衝食塩水 bho sphate-buffer ed salin e, P B S) (日





V EG F, P53, V O nW illebland 因子お よ び P C N A染色
0.01 M クエ ン 酸緩衝液 bH 6.0) に て 500 W, 5分間の マ イ ク ロ
ウ エ ー ブ処理 を, p53 は4回, 他 は3匝卜行 っ た . そ の 後室温 にて
0.3 %過酸化水素 (和光) 加P B S(日水製薬) で20分間内因性 ペ
ル オキ シ ダ ー ゼ を 阻害 した. 次 に ウ シ正常血清 (ダコ ジ ャ パ ン)
を用 い て ブ ロ ッ キ ン グを行 っ た . 抗 ヒ トV E GF ポ リ クロ ー ナ ル
抗体(Sa nta Cru ZBiote chn ology, U S A), 抗 ヒ トp53モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗体 (D A K O, De n m ark), 抗 ヒ トv o nW illebr and 因子 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗体 (DA K O, De n m ark), 抗 ヒ トP C N Aモ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗体 (D A K O, Den m ark)を , 各々 pH 7.2の P B S に て 100倍
に希釈 し, 4℃ に て24時間反応 させ た .
以上 1, 2, の 各 一 次抗体反応後, P BS(日水製薬) に て5分間,
3回洗浄 し, ビ オ ナ ン 標識抗 マ ウス , 抗 ウサ ギ . ヤ ギ 抗 体(ダ
コ ジ ャ パ ン) で , 室温 下 に20分間反応させ た . P B S(日 水製薬)
に て5分間, 3回洗浄後, ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標識 ス ト レプ ト ア
ピ ジ ン (ダ コ ジ ャ パ ン) で 室温 に て20分間反応 させ た . 発色剤
は , 四塩 酸3, 3- ヂ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (3, 3-dia min obe n zidin e
tetrahydro chllo ride, 和光, 束京)20mgを, 100mlの P B S(日 水
製薬) に溶解 し, 10/∠130 %過酸化水素水(和光)を加え, 作製
し た. P B S にて 5分間, 3回洗浄後, こ の 発色剤を用 い 室温 に
て 顕微鏡で発色状態を確認 しな が ら 2 ～ 3分 間反応 させ た . 1 0
分間流水水洗 し, マ イ ヤ ー ･ へ マ トキ シ リ ン (武藤化学) に
TS P-1染色 で は2分間, そ れ以外で は1分間核染色を行 い , 流水
水洗に て10分間色出 しを行 っ た . エ タ ノ ー ル (和光)に て 脱水,
キ シ レ ン (和光)に て透徹を行 っ た後 に, 封入 を行 っ た .
な お, 5種類 の 抗体全て に お い て , 一 次抗体 の 代わ か) にP BS
を用 い , 4℃下24時間反応 させ た もの を陰性 コ ン ト ロ ー ル とし
て飼い た .
Ⅳ . 免疫 組織染色の判定
1. TS P-1蛋白
染色の 都度作成 した 陰性 コ ン ト ロ ー ル と の 比較の もと に 耶 F
l染色性を評価 し, 染色の み られ た 場合を陽性と判定 した .
2. V E G F
問質部分 を除 い た腫瘍細胞 500偶 に つ き検討を行い , 50%以
上 に 染色 の み ら れ る 場合 を強陽性, 10 ～ 50 % に染色 の みら れ
る場合を陽性 , 1 0 %未満 に染色の み られ る場合を弱陽性, 全く
染色 の み ら れ な い 場合を陰性 と した . また 染色強度の ス コ ア化
に 際 し, 強 陽性 を3点, 陽性 を2点 , 弱 陽性を1息 陰性 を0点
と し て定量化 し統計学的検討を行 っ た .
3. p53蛋 白
膿瘍細胞500個に つ き検討を行 い , そ の 10 % 以 上 に染色の み
ら れ た場合を陽性 と判定 した .
4
. M D
臨床痛理学的背景因子, 血 管新生因子群 の 発現性 に関する情
[ [ [ [ [ [ [
T N T N T N T N T N T N T N
ヰ 6 74 bp
β - A¢t暮n
ノ 髄 卿 戦鞘飴 ◆ 5 92 bp
H はto10g y A Sq A L A A E Sq
$ tago 皿A I ⅢA Ⅱ Ⅰ Ⅰ 皿A
Fig･1･ TSfLl m R N Ae xpre s sio nin n o n- S m allc ell lu ng c an c ers.
T he 67 4 bp PC Rpr odu ct w a sdete cted o nlyin the tu m or
tiss u e. T,tu m Ortiss u e;N, n O r m allu ngtiss u e n e a rthe c a nc er
Site;A, ade n o c arcin o m a;Sq, Squ a m O u S C ellc ar cin o m a;L,1arge
C ellc ar Cin o m a;A E, ade n o squ a m o u s c ellca r cin o m a.
Table l･ Co rr elation betw en histolog yorpathologac alstage arld T S P-1 m R N Ae xpressio nin 3 9prim ary
n on - S m allcell lungc an c er c as es
No･(%)ofc ase s
No ･ 崇慧 崇 N A
A ll
Hist olog y
Aden o c a.
Squ a m o us c e11 a.




































原発性非小細胞肺痛 にお ける トロ ン ボ ス ポ ン ジ ン1発現
報を持 たず に , 腫瘍 組織中任意の 3 カ所 の 微小血 管数を各々
200倍の 視野 にて 算定 し, その 平均値を微小血管密度と した .
5. P CN A発現(P C N A h belling in dex, P C N A LI)
M Dと 同 じく , 他の 情報を持たず に, 腫瘍組織中任意 の 3 カ
所か ら , 各々 腫瘍細胞500個中の陽性細胞数を算定し, それら
の 比率の 平均値をもっ て P C N A LIと した.
Ⅴ . 予後因子とし ての 横討
TSP,1 との 相 関性 は , V E G F発現 , M D, p53蛋白発現 ,
P C NA発現 , さ ら に 臨床病理学的背景因子 として性別 , 年齢
(65歳以上 , 未満), 組織塾, 分化度 , 病 変部位 (肺門型, 肺野
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型), 病期 , 腫瘍径 汀因子), リ ン パ 節転移(N因子) お よ び遠
隔転移 (M 田子) に つ き検討した. 各因子 の予後 に及ぼす影響
を検討す る に際し, M D, P C N A LI につ い て は , 各々 の平均値
を基準 と して高値群, 低値群を設定し, 2群 間の 生存率をも っ
て 比較した ･ 単変量解析で は , N 因子, M 因子, 根治度な どの
予後 へ の 影響を除外する た め, Ⅰ 期の 絶対的治癒切除例14 8例
に つ い て も, 各因子と長期予後との相関を検討した.
Ⅶ . 統計学的処理
耶 P･1発現と各因子群との 相関性 の 検討 に は γ2検定を , 平
均値 の差 の検定 に は M an n- Whitn eyの U検 定を用い た . なお 測
Fig･2･ Im m u nohisto che mic alstaining ofTPS･1, V E G F, VOn
W illebr a nd facto r, p53protein and PCNA. 仏)
′
円P-1. T be
e xpr e ssio n was fou nd o nlyintu m o r strom a. (B)V E G F. T he
CytOplasm s of VE G Fpo sitiv e cells w ere s tain ed. (C) v o n
W illebrand 血cto r. ¶l e e ndothelialcells ofthe microv e s selsin
thetu m o rtiss u e were stain ed. (D)p53protei皿 nle n u Cleiof
P53prot ei叩 O Si 伽e cells w e restained. (E)P C NA TYle n u Clei
Of P C N A-pO Sitiv e cells w e r estained. Scaleba rindic ate s
l 00pm .
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定植は平均 ±標準誤差 で示 した. 生存 率は Kapla かMeie r法 にて
算出 し, その 有意差検定 は全般化 Wilc ox o nテ ス トに て 行 っ た ･
ま た, 多変量解析は , 単変量解析 における全 ての 予後不良因子
に つ きCo x比例 ハ ザ ー ドモ デ ル を用 い て行 い , 危険率 b) が
5 %未満の国子 を最終 モ デ ル に供 した . 本研 究に お け る統計学
的な有意差判定 の基準 はp< 0.05と した.
成 績
ユ. T S P. 1 m R N A発現
T S P-1 mR N A は, 担 痛正常肺に比し腫瘍組織 に強 い 発現性 が
み られ た (図1). 発現率 は, 全例 で41.0 %(16/39例)であっ た ･
組織 型別に は , 腺痛34.6% (9/2 6), 扁平上 皮癌62.5 %(5/8),
大神胞痛33.3 %(1/3), 腺扁平上 皮癌50.0 %(1/2) で あり, 組
織塾別 によ る 発現率 に有意 な差 は認 め なか っ た (表1)･ 病 期別
に は, Ⅰ期37.5 %(6/1 6), Ⅱ期 60.0 %(3/5), Ⅲ A期3 0･8 %
(4/13), ⅢB期50.0 %(2/4), Ⅳ期1 00 %(1/1)で あり , 病期別
Table 2. TSP-1 e xpre ssio n and VE GF s core in n on
- S mal1 cel1
111ngC an C erS
芸琵Sio n of :芸g Ⅶ OFsc o re
Positiv e 2 26 1.12±0.0 7
N¢gath唱 1 20 1･1 1±0･10
Table3. V E G Fs c ore andTSP-1po sitiv e ratioin n o n
- S m a11cell
lung C an Ce rS





Lo w 193 127(65.8)
T SP -1 V E GF p5 3
Fig.3. Co r r elatio nbetw een M Dand T S P
-1, V EGF or p53
protein 既pre SSion . 裏±S Eofmicr ov essel de n sity h theT SP
-
1-pOSitiv egro up(34.5 ±1.5)w as signi丑c a ndyhighge rthan in
′
円P-1-negative gro up(28.3 ±2.2)b<0･05), and thatin the
V E GFLpositivegroup(38.5 ±1.7)w assignificandyhighe rthan




p<0.0001,by M an n
･ Wh itn ey
†
s U-teSt･ 国Po sitiv eca se s･ ■
Negativ e c a s e s.
に よ る発現率 の 有意差は認 め なか っ た(表1).
Ⅰ . TS P-1蛋白発現
1. TS P-1蛋白発現部位お よ び発現率
T SP-1蛋白発現 は, 腫瘍組織の 問質部分 に認 め ら れた (図弘).
′
ISFl蛋白発現率 は , 全体 と して65.3 %(226/346)で あ っ た .
2. Ⅵ王GF発現 と の 相関
V EGF抗原 は , 腫 瘍細胞の細胞質に顆粒状 の 染まりと してみ
られ (図2 B), 発現率 は全体と して60.1 %(208/346)で あっ た .
V E G F発現 ス コ ア の 平 均値 は , T S P-1陽性群 で1.12± 0.07,
T S P-1陰性群 で 1.1 1± 0.10 であり, 両者 に有意差 は なか っ た
肝ニ0.糾) (表2).
ま た, V E G Fス コ ア 高値群(2 お よび3点) と低値群 (0 および
1点)と で TS P･1陽性率を比較 した場合 ,前 者が 餌 .7 %(99/153),
後者 が 65.8 %(1 27/19 3) で あり , 両者 に 有意差は な か っ た
肝=0.83) (表3).
3. M D と の相関
腫瘍組織内微小 血管染色像を図2C に示す . M Dの 平均値は,
TS P-1蛋 白陽性群 で 34.5± 1.5, T S P-1蛋白陰性群で 28.3±2.2
で あり, 前者 は 後者 に比 して 有意 に高値 であ っ た (p< 0.05).
また 同値 は, V E G F陽性群38.5± 1.7, V E G F陰性群23.1± 1.5
で 前者 は後者 に比して有意 に高値 であり (p< 0.0001), V EGF
高値群40.4± 2.1, V E G F低値群25.9± 1.3 で前者 は後者に比し
て有意 に高値であ っ た b <0.00 01) (国3).
Table 4. TSP-l and p53e xpressio nin n on
- Sm a11cell lung
Ca n C erS
Expressio n of No･ Of No･(%)ofp5 3
TSP- 1 cas es prOtein-PO Sitiv e c as es
Positiv e 2 26 121(53.5)
N喝 ativ e 1 2 0 4 4(36･7)
*
p<0･01･ T ne X
2te stsho w ed thedifftren c ew as signinca nt･
Fig.4･ Correlatio nbetw e e nP C N A uandT S P
-1･ V E G Forp53
prot ein expr e ssio n･ 霊± E of P C N A LIin the T SP
-1-pOSidve
gro up(57.5 ± 1.5) w assignific a ntly highge rth anin TSP
-1~
n egativegr o up(4 2･5 ±2･1) (p<0･000 1), thatin the V E G F
･
positiv egroup(55･1± 1･7)w a s significandyhighe rthan inthe
VE G Fhegativegro up(4 8･2± 2･0)b<0･01), and thatin mep53
protein･pO Sitiv egr o up (55･1± 1･8) w a s signi五c antlyhigher






p<0･0001,by M an n
JⅣhitn ey
IsU-te St･
田 pO Si也v e c a se, ■ Neg血v e case s･
原発性非小細胞肺癌に お ける トロ ン ボ ス ポ ン ジ ン1発現
4. p53蛋白発硯 と の 相関
p53蛋白発矧 ま, 腫瘍細胞の 核に み ら れ (図2 D), p53蛋白発
現率は全体 と し て47.7 %(165/346) で あ っ た . TS P-1蛋白党規
陽性群 と陰性群の p53蛋白陽性率 は , そ れ ぞ れ 53･5 % , 36･7 %
であり, T S P-1蛋白発現 とp53蛋白発現 と の 間 に 正 の 相関 を認
めた b < 0.01) (表4).
5. P CN A LI との 相関
P C NA染色像を図2E に示す. P C N A LIの 平均値 は, T SP-1蛋
白陽性群 で 57.5± 1.5 %, T SP-1蛋白陰性群 で42.5± 2.1 %で あ
り, 前 者は 後者 に比 して 有意 に高値 であ っ た (p < 0.00 01). ま
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た 同値 は , V E G F陽性評55.1± 1.7 %, V EGF陰性群48.2 ±
2
.
0 % で前者 は 後者 に比 し て 有意 に高値 で あ り (p < 0.01),
V E G F高値群54.9± 2.0, V E G F低値群50.3± 1.7 で前 者は後者
に比 して 高い 傾向が み られ た b=0.07) (図4).
6. 臨床 病理 学的背景因子 と の 相関(表5)
性別で は, 男性 の 陽性率69,3 % が, 女性 の 陽性率56.2 % に比
して 有意 に高率 であ っ た (p < 0.01). 組織型別 に は, 扁平上 皮
癌の 陽性率73.2 % が, 腺病症例の 陽牲率56.3 % に比 して 有意 に
高率 で あ っ た (p< 0.0001). 分化度別で は, 中 お よ び低分化型
の 陽性率74.6 % お よ び80.0 % が, 高分化型の 陽性率49.2 % に比
Tab le5･ Corr elatio nbetw e en clinic opathologlC al factors and expression of TSP
-1 in3 46prim al了 n On-S m allc e11
lu ng ca n cer c ases
Groups No･(%)ofc ases









H ist olog y
A den o c a.
Squ am ous c e11c a.
A de n osqu a mous c ellc a.
Large cellc a.
Ade n oid cysticca.
Muc o epiderm oidca･
H istopathologa c algr ading
W e11 differentiated
M oder at elydiffer entiated
Po orlyd iffere ntiated
Unkn o w n





































































































































































































A den o c a, den o c arcin o m a;Squ a m o us cellc a,Squ am OuSC ellc ar cin o m a;A de n osqu a m o us cell aリ ade n osqu am O u S
cell c arcin o m a; Large cell c a･ large cell c arcin om a; A de n oid cystic c a･･ aden oid cystic c arcin o m a;




































































7 5.2 4 1.7
8 5.4 6 5.7
7 7.6 4 6.7
8 0.6 5 5.0




7 6.7 5 l.1 4 2.2
8 4.4 60.3
7 3.8 4 1.5 …:冒]** * *
9 4.6 7 7.0 6 9.6
6 7.7 3 1.8 2 0.0
9 5.5 7 7.7
71.4 35.8
8 8.8 6 9.5
6 7.9 29.5
83.0 5 4.3
7 3.8 2 l.9
T he u niv aliate a n alysis by gener alized W ilc o x o ntestsho w ed that T S P-l-PO Sitiv e, V E G F-pO Sitive, h ighV E G F










* ** * p<0･0001･
1 0
Ye a r$ afte r r e s e ctio n
Fig.5. Su rviv alc u rv e S Ofallc as e s. (刃 ○,T S P-1-pO Sitiv ecas e s; × ,T S P-1- n egativ e ca s e s. (B)○,V E G FIpo sitiv e c a se s; × , VE GFln egadve




p<0.0001,by ge n e raliz ed W ilc o x o nte st.
原発性非小細胞肺癌に お け る ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン1発現










































9 0.0 6 1
.
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9 8.7 9 1.0
8 6.3 62.7
9 9.0 8 4.5









9 3.1 8 1.9 77.8
8 9,8 76.3 69.5
9 7.8 77.5 6 9.7
96.7 84.4
9 1.4 65.5 …冒:2]*
T he u niv aliate a n alysis by ge neralized W ilc o x o ntest sho w edthat T S P-1-PO Sitiv e, V E G F-pOSitive, high V EGF








Year$ after rese ction
Fig･6･ Su rvivalc urv eS Ofc u rativ ely re se ctedp-Stage I c a se s. GA)○,T S P-1-PO Sitiv e c a se s; × ,T S P-1-n egativ e ca s e s.(B) ○, Ⅵ王G F-PO Sitiv e
C aSe S; ×, V E G FJn egative cas e s. (C)○, Cas es ofMD >32.3; × , Cas e s of M D ≦32. . (D) ○, Ca s es of P C N A LI > 51,3; × , Cas e s of
P CN A LI ≦51.3. ★p<0･0001,by ge n er alized W ilco x o nte st.
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Table B
･ Res ults ofCo xha zard m odel analysIS Ofprogn ostic
factors o n no n- S m allc ell lurlg Ca n CerS- allc ases
VaIうables
TSP- トpo sitiv e
V EGトpositive
M D>3 2.3
PCN A LI>5 1.3
StageII,ⅢA, ⅢB and Ⅳ
T2,3 and4






.927 0.0 4 75
3
.397 0.0 653
2.2 5 9 0.13 2 9
0.1 6 9 0.680 8
4.938 0.0 263
1 6.804 <0.0 0 0 Ⅰ
2.275 0.13 1 5
4.9 7 1 0.02 5 8
TSP- トpo sitive, the adv an C ed stage, 1arge tu m or size and the
dista nt m et astasis w er eindepende ntpo or-Pr Ogn OSticfa ct ors･
Tab le 9･ Re sults ofCo xhaz ard m odela n alysIS Ofprogn o stic
facto rs o n n o n- S m allcel11u ng c an c ers- C ur ativelyres e ctedp-
Stage I cas es
Variables x
2





9.6 5 2 0.0 0 1 9
1 0.1 10 0.0015
2.4 6 8 0.1 16 2
1 0.0 4 0 0.00 15
TSP-1-POSitiv e, V EGF-pOSitive and T 2w e reindepe ndentpo o ト
prognosticfactors.
し て有意 に 高率であ っ た (各々 p < 0.0001, p< 0.0 001). 病期
別で は, Ⅲ A お よ び ⅢB期 の 陽性率76.4 %お よ び77.8 % が, Ⅰ
期 の 陽性率54.1 % に比 し て 有 意 に 高率 であ っ た (各 々 p <
0･00 01, p < 0.0 1). T 因子別で は , T 2, 3 お よ び 4の 陽性率
68･5 %, 7 8.7 %お よ び75.0 % が, T lの 陽性率52.2 % に比 し て 有
意 に高率 であ っ た ( 各々 p< 0.001, p< 0.001, p< 0.01). な お,
年齢, 病変部位, N 国子, M 因子に よ る差 はなか っ た .
刀l. 長期予後 との 相関
仝症例 に お け る 単変量解析 で は 表6, 図5 に示 し た 如く ,
T SP-1発現, V E G F発現, M D, P C N A LI, 病期 (I 期か Ⅰ 朋以
外か), 腫瘍径 汀1 か Tl以外か), リ ン パ 節転移, 遠隔転移が予
後 と相関 し て い た. p53蛋白発現, 性 別, 年齢, 組織型 , 分化
度, 病変部位 に よ る予後の 有意差 は み ら れ なか っ た . また , Ⅰ
期 の 絶対治癒切除例 に お ける 単変量解析で は 表7, 図6 に示 し
た 如く, T S P-1, V E G F, M D, 腫瘍 径が 予後 と相関 し て い た .
P53蛋白発現 , P C N A LI, 性 札 年齢 , 組織型, 分化度 , 病 変
部位 に よ る予後 の 有意差は み ら れ な か っ た .
次 に全症例 にお い て , T S P-1陽性, VE G F陽性, M D高値 (>
32･3), P CNA u高値 (> 51.3), Ⅰ期 以外 (Ⅲ , ⅢA, Ⅲ B, お
よ び Ⅰ期), Tl以外 (T 2, 3 お よび4), N O 以外 (リ ン パ 節転移
陽性), M l(遠隔転移陽性)の 各因子 に つ い て, 多変量解析を行
っ た (表8). そ の 結 鼠 TS P-1発現 b < 0.05), Ⅰ期以上 の 進行
痛(p< 0･05), T l以外 (p <0.0 001), 遠隔転移陽性 (p < 0.05)
が各々 独立 した 予後不良因子であ っ た . さ らに Ⅰ 期の 絶対的治
墟切除例 に お い て , T S P-1陽 性 , V E G F陽性 , M D高 値(>
32･3) ∴乃 の 各因子 に つ い て 多変量解析を行 っ た結 軋 TS P-1陽
性 b < 0･01), V E G F陽性 b <0.01), T2b < 0.01)が 各 々独立
した予後不良因子 であ っ た (表9).
考 察
TS P-1 は
, 1971年 に Ba e n zigerらl)に よ っ て , ト ロ ン ビ ンで刺
激 さ れ た血小板 か ら放出 され る高分子量 の 糖蛋白と して , 最初
に 同定 さ れ た ･ T S P-1 は, 各々 が 1152個 の ア ミ ノ 酸か ら なる分
子量145,000の 3本の 分子鎖が , 互 い に s- S結合 し た三 量体構造
を な して い る2)=う) . さ ら に各々 の 分子鎖 は, 6 つ の ドメ イ ン から
な っ て お り , N 末端か ら順 に , ヘ パ リ ン 結合 ドメ イ ン, プ ロ コ
ラ ー ゲ ン ホ モ ロ ジ ー ド メ イ ン , マ ラリ ア 蛋白 ホ モ ロ ジ ー ドメイ
ン (typelr epe at), 表皮細胞増殖因子(epide r m algro wth fa ctor)
ホ モ ロ ジ ー ド メ イ ン (ty pe 2 repe at), カ ル モ デ ュ 1) ン ホ モ ロ
ジ ー ドメ イ ン (type3 repe at), C末端部 (細胞結合 ド メ イ ン)よ
りなる 3川 . 各 々 の ドメ イ ン が , そ れ ぞ れ 異 な っ た細胞表面レセ
プタ ー に作用 し, 血 小板 α 顆粒 の 構成成分と して 止血 に関わる
ほ か , 細 胞接着
14卜 1ti)
, 遊 走 , 細胞 増殖17), 細胞 骨格形成 叫 ,
炎症お よ び 創傷治癒
1!})
, 分化2-
- 21)な どの 様 々 な機能を発揮する .
癌 の 進展過程 こ と に 転移 は , 腫瘍細胞 の 接着, 遊 走, 浸潤,
遠隔臓器に お ける コ ロ ニ ー 形成, 血 管新生 か ら成り立 っ て い る .
本研究 にお い て は TS P-1陽性群は陰性群 に比 して , 細胞増殖能
の 指標 の 一 つ で ある P C N A LI が有意に高か っ た . Castleら22)は ,
N IH 3 T3細胞 にお い て , T SPの 過剰発現 が細胞増殖 を引き起こ
した と い う . 試験 管内(In vitr o)の 実験 で は , T S P-1 はヒ ト扁平
上 皮癌細胞23)や 黒 色巌細胞24)の 接着 と拡散 を引き起 こ し, ま た
ヒ ト黒 色膿細胞お よ び 乳癌細胞 の 走化性 と遊走能を促進 した2Ⅰ-
と の 報告 が ある . Wa ng ら
25) 26)は , ポ イデ ン チ ャ ン バ ー 仲oyde n
Cha mbe r) 浸潤ア ッ セ イ を用 い て , TS P-1 が[J脛内扁平上皮癌細
胞 や乳癌細胞 の コ ラ ー ゲ ン 内遊走 を促進す る こ と を 見い だし
た .
癌 の 浸潤 に 関 し て, W o ng ら
27)
, Tu s zyn ski ら
2H)は , 乳癌にお
い て, T S P党規 レ ベ ル の 増 加に よ り, 細胞 の 悪性化 と浸潤能の
促進 が み ら れ た と し て い る . Ho sokaw a ら 2tり, A lbo ら‥川,,
Ar noletti ら
:ll)は , TS P-1 が ウロ キ ナ
ー ゼ 型 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン活
性化因1･ (u rokin a s etype pla s min ogen a ctiv ato r) と プ ラ ス ミノ
ー ゲ ン 活性化因子抑制国子 1 (pla smin oge n a ctiv ato rinhibito r
l) の 両方 の 括惟化, 形質転換増殖因子 ベ ー タ 1(tra n sfo rming
gro wth fa cto rbetal, T G F- J?1) の 活性化に より , 噛 細胞の フ ィ
プ リ ン ゲ ル へ の 浸 潤 を促進する こ とを見い だ し た . 癌の 浸潤,
転移に は シ ス テ イ ンーセ リ ン山 バ リ ンース レ オ ニ ンーシ ス テ イ
ン ーグリ シ ン (cystein e- S e rin e- V alin e-thre o nin e- CySteine-glycin e)
特 異的T S P-1受 容体の 発現 が 重要 であ る と 考え ら れ て い る .
Arn oletti ら
:一Z)
は , こ の 受容体の 免疫染色 を施 した 頭頚部癌の 腫
瘍片を コ ン ピ ュ ー タ ー 解析 し, 受容 体密度が高い ほ ど予後不良
である こ と を報告 した . また , Arn oletti ら
=一2)
, T hszyn ski ら
‥i:i)は,
こ の 受容体は , 癌細胞 に の み発現 し, 正常細胞 には 発現してい
な か っ た と して い る .
Tu s zyn ski ら
3 岬 )は , マ ウス の 実験 に お い て , T S P-1投与によ
り肉腫細胞の 肺 で の 膿瘍 コ ロ ニ ー の 形成が 促進さ れ , 抗TSP-1
抗体の 投与 に より , 転移 が抑制 され た と して い る . こ の こと は,
T S P-1自体 が転移巣 で の 腫瘍 コ ロ ニ ー 形 成に 関与 し て い る 可能
















原発性非小細胞肺癌 にお ける トロ ン ボ ス ポ ン ジ ン1発現
TSP-1の 発現部位 に つ い て W o ngら
36)は , 免疫組織学的染色
により , TS P-1 は乳癌の 腫瘍問質や腫瘍組織 の 基底膜 に過剰発
現がみ ら れ た と し てい る. Clezardin ら
37)も, 生体 内局所 ハ イ プ
リダイ ゼ
ー シ ョ ン に よ っ て, T S P- 1 が 問質 より産生 され る こ と
を見い だ した . さ ら にT S P-1を産生 する の は, 主 と して 線維芽
細胞, 血管内皮細胞 , 活性化 さ れ た血 小板 であり , 腫壕細胞も
僅かなが ら 産生 し て い る
1(】)と い う . 本研究 で は , T S P-1 m R N A
は腫瘍組織 に, T S P-1蛋白 は腫瘍組織中の 問質に発現が み られ
たが, 担痛正 常肺組織 や腫瘍細胞 そ の もの に は発現 を見 い だせ
なかっ た .
腫瘍血 管新 生 は , 痛の 増殖や 進展 に不可 欠であり3 8), そ の 度
合い は血 行性転移 と相関し, 独立 し た予後不良因子 とな る こ と
が分か っ て い る
39)
. 本研 究 にお い て も, M D高値 は独立 した 予
後不良因子で あ っ た . 血 管新生 の 過程 は, 内皮細胞 の 遊走お よ
び増殖, 細胞外 マ トリ ッ ク ス の 蛋白分解, 管腔形成 と い っ た多
段階か ら なり
40)
, そ れ に は 塩基性線維芽細胞増殖因子 (basic
丘broblast gr o wth fa cto r, b F G F), V E G F, T GF- β1 な どの 血管
新生因子群が 関与 して い る1(I). TSP-1の 腫 瘍血 管新 生 に 対す る
作用に つ い て は , 促進 的に働く と い う意見 と抑制的に働く と い
う意見と に 分か れ て い る . Be nEzr aら41)が行 っ た ウサ ギ 角膜 の
血管新生 ア ッ セ イ で は , T S ト1 がb F G F お よ び脂質多糖類
Oipopolys ac charide) に よ る血 管新生を5倍 に促進 した . ま た増
殖期の 内皮細胞で は 静止期 の 内皮細胞 に比 べ て TS P-1産生 能が
高い とす る見解42)43)が ある . 一 方Go od ら瑚 は , ラ ッ ト角膜血 管
新生 ア ツ セ イ に よ っ て , T S P-1が bFG F によ っ て誘導 さ れ る微
小血管形成を抑制する こ とを見 い だ し た. また TS P-1 が 血管内
皮細胞の 増殖を抑制する と す る見解4 5)d(i)が ある . こ の 見解 に遠
い に つ い て , Tu szyn ski ら
叫 は, T S P-1 やb F G Fの 使用量が異な
るため に 生 じ た の で は ない か と して い る . 本研究 に お い て は,
TSP-1陽性群 で は 陰性群 に比 し て肺癌組織中の 微小血管密度が
有意に高く , 原発性肺癌 にお い て はT S P-1 が腫瘍血 管新生を直
接的あ る い は間接的 に促進 して い る可 能性 が示唆 され た.
血管内皮細胞の 遊走能 に与え る影響 に つ い て Taraboletti ら
`I7)
の ポイ デ ン チ ャ ン バ ー 遊走 ア ッ セ イ で は , T S P-1 は 5～ 5 0〃
g/mlの 濃度 にお い て , 単独 で ある い はb F G Fの 存在l､ で 血 管 内
皮細胞の 遊走能を濃度依存性 に刺激 し, そ の 効 果は TS P-1の ヘ
パ リ ン結 合 ド メ イ ン に対す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 に よ っ て抑制
された . ま た 彼 らは , b F G Fの 内皮細胞遊走作川に対 して T SP-
1 は, 高濃度 (100/∠ g/ml) の 時に は促進的に は た ら き, 低濃度
(0･1 ､ 0 月1 ノ" g/ml) の 時 に は抑制的 に は た らく可能牲 を示 し
た
･ ToIs m aら4占)も試験管内 に お い て , TS P-1 が低 濃度(2.5/L
g/ml程度) の 場合 には , b F G Fの 内皮細胞遊走作用 を抑制 し た
と報告 した , こ れ ら の 見解 か ら , TS P-1の 内皮細胞遊走能 に対
する作用 は濃度依存性 であり , 高濃度 の 場合に は促進的, 低濃
度の 場合 に は抑制的である可 能性 がある と 考え ら れ る . 実際健
常状態に お い て も, T S P-1 は0.0 卜 0.4,u g/mlの 濃度で 循環血
液中 に存在す る ㈹)50)が , 何 ら か の 原因で 凝固系が活性化 され る
とTS P-1の 血 中濃度 は 10､ 3 0FL g/mlに 上 昇す る
51)52)
･ 悪性腫
瘍な どの 病的状態 にお い て も, 血 中 で の TS P-1濃度 の 上 昇 と膿
瘍組織中で の TS P-1発現の 克進が起 こ り3 脚 9)5:-) 瑚 , さ ら に は 内
皮細胞遊走能が促進され る もの と思わ れ る .
TSP-1の 微 小血管管脛形成 に対す る作 馴 こ つ い て, S heiba ni
ら57)は, ウイ ル ス で 形質転換 さ せ た 内皮細胞 は管腫を形成 でき
ず, T SP-1 m R N Aの 発現 が ほ と ん ど み ら れ なか っ たが , TS P-1
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遺伝子を導入 しT S P-1 を発現 させ る こ と に より, 管腔形成が み
ら れ るよ う にな っ た と して い る . さ ら に Qia nら
58)は , TS P-1 は
内皮細胞で形成さ れ た微小血管ネ ッ トワ ー ク構造 を安定化させ
る が , 抗 T SP-1抗体 は そ れを不安定化 させ る こ と を見 い だ した.
こ の こ と より, TSP-1自体が微小血管間腔形成, ネ ッ ト ワ ー ク
構 造の 安定化 にも関与 して い るもの と思わ れ る .
上 述 の よう に 基礎的研究が か なり進ん で い る にも か か わ ら
ず, 臨床検体 にお け るT SP-1発現 に つ い て , ホ ル マ リ ン 固定後
パ ラ フ ィ ン 包埋標本を用い た免疫組織学的研究 と して論文 に報
告さ れ て い るもの は, Gr o ssfeld ら即 の 膀胱痛切除標本を用 い た
研究以外 には み ら れ ない . その 一 因と して , ホ ル マ リ ン 固定後
パ ラ フ ィ ン 包埋標本 にお け るT SP-1染色 の 困難 さが あ っ た . 彼
らは , ホ ル マ リ ン 固定後 パ ラ フ ィ ン 包埋標本に お ける TS P-1の
免疫組織学的染色法 を世界で初め て 見い だ した 5f】). 本研究 にお
い て も, 彼 らの 考案 した方法 に基づき良好 な染色を得 る こ とが
で きた .
臨 床 病 理 学 的因 子 と T S P- 1発 現 と の 関 連 に つ い て ,
Gr o sfeldtら
机 は膀胱癌組織中の TS P-1発現強度 と原発巣 の 進行
度, リ ン パ 節転移の 有無 との 相関は み ら れなか っ た と して い る .
本研究で は, 扁平上 皮痛 が腺病と比較 して , 中お よ び低分化型
が高分化型と比較 して , Ⅲ A お よ び Ⅲ B期が Ⅰ期 と 比較 し て,
T 2, T 3, T4 が T l と比較 して , 各々 有意に T SP-1発現 が高率で
あ っ た . しか し, リ ン パ 節転移お よ び 遠隔転移 とT S P-1発現 と
の 関連は み られ なか っ た .
野生 型 p53蛋白は T S P-1 の 転写 を活性化 し, p53蛋白 の 変異
によ っ て TS P-1発現 が 有意に低 下する 60〉と い う . Gr o ssfeld ら9)
は , 勝胱痛 に お い て 変異型p53蛋白の 発現下 で は TSP-1発現 レ
ベ ル が 低 い 場 合が多く , 野生 型p53蛋白 の 発現下 で は T SP-1発
現が 中 ない し高 レ ベ ル で ある傾向が み られ た と して い る . しか
し, 中な い し高 レ ベ ル の T SP-1発硯 を示す症例 の 約3分 の 1 に,
変異 型p53蛋白の 発現が み ら れ た と い う. こ の 原因 に つ い て,
彼 ら はp53 以外 の 因子が変異型p53蛋白の 存在下 で TS P-1発現
を刺激 し て い る た め で は な い か 61 川2〕と し て い る . 本研 究 で は,
変異型 p5 3の 存在下 の 方が TS P-1発現率が 高か っ たが , こ れも
上 記の 理 由に よ る もの であ る可能性が あ る.
T S P-1発現と 長期予後と の 関連 に つ い て Gr o s sfeld ら～1)は, 膀
月光痛 にお け る TS P-1発現が中な い し 高 レ ベ ル の 群 で は , 低 レ ベ
ル の 群 に比 して 有意に予後良好 であ っ た と して い る . -¶･･ 方, 乳
癌組織 で はT S P-1発現が 予後不良園子 と な る 可 能性 が示唆 さ れ
て い る l】:-l
. 本研究 で は , TS P-1陽性群 で は 陰悼辞 に比 し て 有意
に予後不良であり多変量解析 の 結果 にお い て もTS P-1陽性 は独
立 し た予 後不良因子であ っ た . こ の 結果 は, Rotb らtう‥l)の 乳癌組
織 にお け る結果を支持す るもの であ っ た . 癌組織 にお ける TS P-
1発現意義 に は, 発 生臓器や組織 の 違い に よ るT S P-1自体 の 機
能お よ び作用機序の 多様性や , TS P-1 と他因子 と の 相 互作用 の
遠 い が影響する 可能性 が考慮 さ れ る . 従 っ て , T S P-1発現意義
の 解明 に は, 血管新生 因子群をも含め た他因子 との 相関関係に
つ い て 更 なる検討が必要 である と考える.
以 上 より , 原発性非小細胞肺癌 に お い て , T S Ptlは腫瘍増殖
お よ び微小血管新生 に直接的ある い は 間凄的 に関与 し, 痛の 進
展を促進 し て い る可 能性が示唆 さ れ た. 最 も強力な血管内皮増
殖能を有し, 肺癌 にお い て 有用な予後因子 とな る可能性が示唆
され て い る
64)65)v E G F発現と の 相 関性も検討 した が , 免疫 組織
学的に は 明確 な相関性を両者間に指摘する こ とは で きなか っ
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た . 従 っ て , TS P-1 は V E G F と は独立 し て肺癌 の 血 管新 生 を介
し, 痛の 進展 に 関与 して い る可能性がある .
結 論
ノ原発性非小細胞肺痛 の 切除標本 を用い て , R T-P C R法 に よ り
T S P-1 mR N Aの 発現 を調 べ , さ ら に 免疫組織学的方法 に よ り
T S P-1発現 と血管新生因子群, p53蛋白発現, P C N A LI, 臨床
病理 学的背景因子, 長期予後と の 相関を検討 して 以 下 の 結論を
得 た.
1. T S P-1 mR N A, TS P-1蛋白 は, とも に正 常肺組織 に比 し腫
瘍組織で発現が克進 し て おり, 免疫組織学的 には 特 に腫瘍組織
間質部 に強い 染色が み られ た .
2. TSP-1発現と V E G F党規 との 相 関は み ら れず, TS P-1陽性
群 で は陰性群に比 して , 微小血 管密度が有意 に高か っ た .
3. T SP-1発現と p53蛋白発現 との 間に正 の 相関を 認め た .
4. T SP-1陽性群 は陰性群 に比 し, P C N A LI が有意 に高 か っ
た .
5. T S P-1発現 と 臨床病 理学的因子 との 相関で は , 扁平上 皮痛
が腺摘 に比 し, 中お よ び低分化型が高分化型 に比 し, Ⅲ A お よ
び Ⅲ B期が Ⅰ期 に比 し, また ¶ , 3 お よ び4 が Tl に比 し, 各 々
TSP-1発現 が 有意 に高率 であ っ た . リ ン パ 節転移 お よ び 遠隔転
移と , TS P-1発 現と の 相関は なか っ た .
6. TS P-1陽性群の 予後 は陰性群に比 して有意 に不良 であ っ た .
また , 耶 P-1陽性 は独立 した 予後不良因子であ る こ と が 確認 さ
れた .
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T hro mbospondin
･ 1 Expre ssio nin Prim ary Non
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term s u rvi al
A bstr act
To e v alu ate the signific an c eofthrombo spo ndin
-1(T S P-1)e xpre s sio nin prim a ry n o n- Sm all lu ng cancers, the T S P-1 ge ne
and as s o ciated protein e xpre s sio n wer e a n alyz ed in 3 9 血
･
eShly fro z e n re se cted specim e n s a nd3 46form alin -fixed, Para伍 n -
e mbed ded r ese cted specim e n s･ Rever setra n s criptio nP C Rre v e aled T S P
Ml m R N Aexpre sio nin 4 1･0 %(16/3 9)ofthe patients
the c a n c ertis s u e s･ An im m u nohist o che mical e x a min atio n re v e al d T S P-1 protein e xpres sion in 65･3 %(2 2 6/3 46)ofpatie nts
inthe strom a ta ofthe ca n c e rtiss u e s･ T he m e a nv alue ofmic r o v e s s el d nsityin the T S P-1pr otein qpo sitiv egroup(3 4.5 ± 1.5)
WaS Signific a ntly highe rtha nin the T S P- トn egativ egr oup(28･3 ± 2･2)(P< 0･0 5)･ T S P-1pr otein expression w as signi nc antly
COrrelated with alte red p5 3pro tein e xpre ssio n(p< 0･0 1)･ T he m e an v alu e ofthe proliftra ting celln uclea r a ntige nlabelling
inde xin the T S P-1 protei叩 O Sitiv egro up(57･5 ± 1･5 %) w assignifica ntly highertha nin the T S P-1 protein - n egativ egr o up
(42･5 ± 2･1 %) (p<0･00 0 1)･ The degre eofT S P嶋1 pro tein e xpre s sio nin the squa mo us c e11ca rcinorn agrO uP(7 3･2 %) w a s
Signi 員c a ntlyhigherthanin the aden o c a rcino m agroup(5 6･3 %)(p< 0･01), a ndthatin the m ode ra tely a ndpoo rlydiffer e ntiated
C ar Cinom agroups(7 4･6 %a nd 80･ %, r eSPeCtively) w a s signific a ntly highe rtha nin the we11 differ e ntiated carcin o ma group
(49･2%)(p< 0･0 0landp < 0･0 01･ re SPeCtiv ely)･ T he degree of T S P-1 protein e xpressio nin the stage Ⅲ A and Ⅲ B gr o ups
(7 6･4% a nd 7 7･8 %, re SPeCtiv ely) w a s signific a ntly highe rthanin the stage Igr o up(5 4･l %) (P< 0･0 0 la nd p < 0.0 1,
respe ctively), a nd thatin the T 2,3 a nd 4groups(68･5 %･ 78･7% a nd 75･0 %, re Spe Ctively)w a s signific a ntlyhighe rthan in the
Tlgr o up(5 2･2 %)(p< 0･O l, P < 0･O la nd p < 0･0 5, re SPeCtiv ely)･ No corr elatio n w as fo und betw e en TS P-1 pro tein
e xpre s sio nand N
-fact oror M -fa ct o r･ A univ a riate a n alysis show edthatin al1 346patients,the5
-
ye a r S u rVivalr ate ofthe T S P-
1protein
-
POSitive group(32･1%) was signific antlylow e rtha nthat ofthe T S P-1 protein - n egativ egr oup(5 8.8%)(p< 0.00 1).
Mor eover, in 1 48 c u rativ ely resectedstage I patients, the 5-ye a rSu r Viv al rate ofthe TS P-1pro tein-PO Sitiv egr o up(5 6.3 %)
W aS Significa ntly low e rtha nthat ofthe T S P
-1 pro tein -n egative gro up(85･3 %)(P< 0･0001)･ M ultiv a riate a n alysis re v e aled
thatTSP-1 e xpressionin the str o m at oftu m o r w a s aindepe nde ntpo o トprOgn O Sticindic ato r. T he s e resultsindic atethatT S P-1
might be dire c tly orindir e ctly ln V OIv ed in tu m o r n e o v a s c ula riz atio n a nd c ellpr olife ration, a nd c o uldpr o m ote tu m o r
Pr Ogre S Sio ninprl marylu ngcan c er s.
